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摘要: 苦荞在中国具有广泛的栽培种植地区，长时间演化形成了丰富的遗传多样性。为了研究和利用苦荞资源，以国内
北方苦荞产区( 内蒙古、青海、陕西、山西、甘肃) 、西南苦荞产区( 西藏、四川、贵州、云南) 、国内其他地方品种( 江西、安徽、湖
北、湖南、广西) 及国外品种( 尼泊尔) 共计 67 份苦荞材料为研究对象，PCＲ 扩增其 PAL 基因并测序。在此基础上分析苦荞的
遗传多样性，并采用 NJ 法( neighbor-joining) 对 67 份苦荞材料构建系统进化树。结果表明，供试的 67 份苦荞材料的 PAL 基因
序列长度为 2011 bp，其中，变异位点为 160 个，占序列总长度的 7． 9%，简约信息位点为 33 个，占序列总长度的 1． 64%，突变
的类型主要是碱基的转换与颠换，高变异位点均集中在外显子 2 的 N 端。不同来源的苦荞材料间的遗传距离分布于 0． 002 ～
0． 016 之间，来源于中国四川组的苦荞材料种内平均遗传距离最大( 0． 016) ，中国内蒙古组的最小( 0． 002) 。中国四川地区的
材料与其他地区来源的材料间的遗传距离位于 0． 010 ～ 0． 016 之间，而其他地区间的遗传距离为 0． 004 ～ 0． 013。67 份苦荞材
料的平均 π 值和 θ 值分别为 0． 0034 和 0． 0143。其中，中国四川材料的 π 值为 0． 0148。基于 PAL 基因序列构建的 NJ 进化树
中，67 份苦荞材料分为 7 个类群，分类与地理来源无关。仅中国西藏来源的 5 份材料聚集为一类，说明 PAL 基因序列较为稳
定，多数材料间变化差异较小。中国四川地区的苦荞材料具有丰富的遗传多样性，中国西藏地区的某一材料中有较多的 SNP
位点，推测中国西藏的部分材料可能存在突变的热点区，预示着 PAL 基因新的突变位点区域。
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Abstract: Tartary buckwheat is widely cultivated in different areas of China and gradually evolved into genetic
diversity． In order to study and utilize the tartary buckwheat，the PAL gene differences of the tartary buckwheat were
analyzed on 67 samples，which were collected from different provinces of China( including the north region and the
southwest region) and the Nepal region． We amplified the PAL gene by PCＲ and then acquired the sequence results．
Based on the sequences，genetic diversity was analyzed and cluster of analysis of 67 samples was also carried out by
NJ method． The results showed that after aligning and splicing，the length the PAL sequence was 2011 bp in the ma-
trix，the variable sites was 160，while the parsimony informative sites was 33，accounting for 7． 9% and 1. 64% of
the total length，respectively． Variable type were mainly base transition and base transversions． Variable site mainly
concentrated in the region of 600-1200，which was the site of the N-terminal of the exon-2． The intra-specific mean
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distance of the Sichuan group was 0． 016，while the tartary buckwheat from Inner Mongolia group showed that the in-
tra-specific mean distance was 0． 002． And it revealed that there was a significant difference among the tartary buck-
wheat resources in genetics diversity from different geographic origins． We checked the 67 PAL sequences using soft-
ware． And it showed that the average value of the Nucleotide polymorphism( π) and the average heterozygosity( θ)
were 0． 0034 and 0． 0143，respectively． The Nucleotide polymorphism ( π) value in samples from Sichuan was the
highest( 0． 0148) ． From the phylogenetic tree，it indicated that the 67 samples from the different province could be
clustered into seven categories． And the 5 sample in Tibet were clustered into another category． These results showed
that the PAL sequences of the majority tartary buckwheat samples was stable and the differences between the most
samples was not significant． The samples in Sichuan province had abundant genetic diversity． But only in samples
from Tibet it revealed many SNPs site，and this should be the new mutation spots in the PAL coding regions．
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基因。目前，已经成功获得苦荞 PAL 基因的 cDNA 序





化和由 分 子 变 异 导 致 的 性 状 改 变 提 供 有 效 的 解






























1 QM000967 苦荞 中国内蒙古 IM
2 QM000969 苦荞 中国内蒙古 IM
3 QM000972 苦荞麦 中国青海 QH
4 QM001215 苦荞 中国青海 QH
5 QM001218 苦荞 中国青海 QH
6 QM001219 苦荞 中国青海 QH
7 QM000976 黑粒苦荞 中国西藏 XZ
8 QM000979 苦荞 中国西藏 XZ
9 QM000981 苦荞 中国西藏 XZ
10 QM000985 苦荞 中国西藏 XZ
11 QM000988 苦荞 中国西藏 XZ
12 QM002367 苦荞 中国西藏 XZ
13 QM002393 苦荞 中国西藏 XZ
14 QM002394 苦荞 中国西藏 XZ
15 QM000997 荞麦 中国山西 SX
16 QM001007 苦荞 中国山西 SX
17 QM001024 苦荞 中国山西 SX
18 QM001038 苦荞 中国山西 SX
19 QM002447 岭东苦荞 中国山西 SX
20 QM002464 灵丘苦荞 中国山西 SX
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21 QM002470 灵丘苦荞 中国山西 SX
22 QM001078 米米苦荞 中国陕西 SHX
23 QM001094 苦荞 中国陕西 SHX
24 QM001142 苦荞麦 中国甘肃 GS
25 QM001154 黑绿荞 中国甘肃 GS
26 QM001161 苦荞 中国甘肃 GS
27 QM001170 小荞麦 中国甘肃 GS
28 QM001187 小荞 中国甘肃 GS
29 QM001194 麻苦荞 中国甘肃 GS
30 QM002515 金荞 中国甘肃 GS
31 QM002527 麻苦荞 中国甘肃 GS
32 QM002538 甘荞 1 号 中国甘肃 GS
33 QM001234 额洛乌起 中国四川 SC
34 QM001320 额乌 中国四川 SC
35 QM002624 黑苦荞 中国四川 SC
36 QM002629 初额 中国四川 SC
37 QM002631 额洛木尔惹 中国四川 SC
38 QM002849 苦荞 中国四川 SC
39 QM001348 彭泽苦荞 中国江西 JX
40 QM001349 九江苦荞 中国江西 JX
41 QM001361 长尖咀苦荞 中国贵州 GZ
42 QM001363 黑苦荞 中国贵州 GZ
43 QM001377 苦荞 中国贵州 GZ
44 QM002661 苦荞 中国贵州 GZ
45 QM002666 水城苦荞 中国贵州 GZ
46 QM002680 威黑Ⅱ-3 中国贵州 GZ
47 QM002686 麻子荞 中国贵州 GZ
48 QM001390 刺荞 中国云南 YN
49 QM001394 贡山苦荞 中国云南 YN
50 QM001400 中甸苦荞 中国云南 YN
51 QM001404 营盘苦荞 中国云南 YN
52 QM001426 长咀苦荞 中国云南 YN
53 QM001463 大苦荞 中国云南 YN
54 QM001479 细苦荞 中国云南 YN
55 QM001487 白云苦荞 中国云南 YN
56 QM002690 格那务起 中国云南 YN
57 QM002400 87-23( F6080) 尼泊尔 Nepal
58 QM002571 苦荞麦 中国安徽 AH
59 QM002574 苦荞 中国湖北 HB
60 QM002594 苦荞 中国湖北 HB
61 QM002600 苦荞 中国湖北 HB
62 QM002601 苦荞 中国湖北 HB
63 QM002606 苦荞 中国湖北 HB
64 QM002609 新邵苦荞 中国湖南 HN
65 QM002610 塘弯苦荞 中国湖南 HN
66 QM002611 洗马苦荞 中国湖南 HN
67 QM002707 苦荞 中国广西 GX
IM: Inner Mongolia，QH: Qinghai，XZ: Xizang，SX: Shanxi，SHX: Shannxi，GS: Gansu，SC: Sichuan，GZ: Guizhou，JX: Jiangxi，YN: Yunnan，AH: Anhui，
HB: Hubei，HN: Hunan，QX: Guangxi，the same as below
1． 2 方法
1． 2． 1 DNA 的提取与检测 取供试材料种子萌发
至 3 ～ 4 片叶龄时的幼嫩叶片，采用 QIAGEN 公司提
供的 DNeasy Plant Mini Kit( 50) 提取基因组 DNA，用
1%琼脂糖凝胶电泳技术及超微量分光光度计检测
DNA 的纯度和浓度，稀释至其工作浓度 30 ng /mL。
1． 2． 2 PCＲ 扩增、测序 PAL 序列扩增所用引物
基于 NCBI 上公布的苦荞 PAL 的基因序列( 登录号
为 GQ285125) ，由 oligo 7． 0 设计，能够获得 PAL 基
因扩增产物的 3 对引物序列如表 2。所用引物均由
上海生工生物工程股份有限公司合成后，纯水溶解、
稀释，浓度为 10 μmol /L。
表 2 所用引物名称及其序列









Forward Primer1 TAAGGCCAGCAGTGATTGGGTTAT 24 2393
Ｒeverse Primer1 GTACAGTGGGTATGATCTGCATTC 24
Forward Primer2 ATGGGGGTCTCAAACGGA 18 2549
Ｒeverse Primer2 CTCCAGTGAGGGCAGTGAA 19
Forward Primer3 TAAGGAAGGCGGTGCTCTT 19 2166
Ｒeverse Primer3 CTCCAGTGAGGGCAGTGAA 19
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PCＲ 反应体系为 20 μL，包括 10 × buffer 2 μL，
2． 5 mM dNTP 0． 4 μL，10 μM 引 物 各 0． 6 μL，
2． 5 U /μL Taq DNA 聚合酶 0． 4 μL，DNA 模板1 μL，
ddH2O 15 μL。PCＲ 扩增程序 如 下: 95 ℃ 预 变 性
5 min，以下程序循环 35 次: 94 ℃变性 30 s，54 ℃退
火 30 s，72 ℃ 延伸 1 min。循环结束后，72 ℃ 延伸
5 min，4 ℃保存。PCＲ 扩增在 Biorad 公司的 mycy-
cler 型 PCＲ 仪上进行。扩增产物用 1% 琼脂糖凝胶
电泳检测合格后，由北京天一辉远生物科技有限公
司进行测序。
1． 2． 3 序列编辑及系统发育分析 用 DNAMAN 进
行序列编辑拼接，空 位 作 缺 失 处 理。采 用 MEGA
6. 0 软件包进行序列校对并对序列长度、多态性位
点数、简约信息位点等序列特征进行分析。利用
ClustalX 1． 83 软件中的 Do Complete Alignment 功能
对 67 份苦荞材料的 PAL 基因序列进行多序列比
对，进行单核苷酸变异分析。用 DnaSP 5． 0 软件计
算核苷酸多样性 π 值、平均杂合度 θ 值［10］，研究苦




2． 1 PAL 序列特征及遗传多样性参数分析
采用设计的 3 对引物，对 67 份苦荞 PAL 基因进
行扩增、回收和测序，经序列比对校正，两端切平后，
获得总长为 2011 bp 的 PAL 基因序列矩阵。苦荞
PAL 基因序列包含 2 个外显子及 1 个内含子。其中
外显子 1 的长度为 419 bp，外显子 2 的长度为 1747
bp，内含子的长度为 451 bp，总长为 2617 bp。将扩
增 的 PAL 基 因 序 列 与 GenBank ( 登 录 号 为
GQ285125) 上已知的 Ftpal 序列进行比对，本研究获
得的 PAL 序列覆盖了 PAL 基因全长的 76%，包含了
内含子的全部序列和外显子 2 的大部分序列。
采用 MEGA 6． 0 及 DnaSP 5． 0 软件对 67 份苦
荞材料的 PAL 基因序列进行分析，得到相关的遗传
多样性参数( 表 3) 。在总长 2011 bp 的 PAL 序列矩
阵中，变异位点为 160 个，占序列总长度的 7． 9%，
简约信息位点为 33 个，占序列总长度的 1． 64%。π
值是衡量不同的序列在同一位点存在的核苷酸的平
均差异，θ 值则是衡量群体内同源 DNA 序列上每个
位点的变异。从表 3 可以看出，67 份苦荞材料 PAL
基因的平均核苷酸多样性 π 值、平均杂合度 θ 值分




PAL 基因的核苷酸多样性 π 值的变化范围介于 0．
0019 ～ 0． 0148，平均杂合度 θ 值的变化范围介于 0．
0019 ～ 0． 0153。从 π 值和 θ 值看，中国四川地区苦
荞材料的遗传多样性最为丰富，而中国江西 /安徽材
料的遗传多样性最低。
表 3 苦荞 PAL 基因的遗传多样性参数













中国四川 SC 6 40 6 0． 0148 0． 0153
中国西藏 /尼泊尔 XZ /Nepal 9 38 4 0． 0140 0． 0141
中国贵州 GZ 7 23 3 0． 0106 0． 0124
中国云南 /中国广西 YN /GX 10 23 6 0． 0129 0． 0131
中国山西 SX 7 20 4 0． 0123 0． 0148
中国湖北 HB 5 14 1 0． 0064 0． 0076
中国湖南 HN 3 13 1 0． 0075 0． 0075
中国甘肃 GS 9 12 4 0． 0050 0． 0027
中国陕西 SHX 2 7 1 0． 0076 0． 0076
中国青海 QH 4 6 1 0． 0035 0． 0037
中国内蒙古 IM 2 4 1 0． 0038 0． 0038
中国江西 /中国安徽 JX /AH 3 4 1 0． 0019 0． 0019
总体 Total 67 160 33 0． 0034 0． 0143
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PAL 序 列 的 核 苷 酸 多 态 性 位 点 分 布 情 况 见
图 1、图 2。由图 1、图 2 可以看出，π 值和 θ 值的变
化趋势相一致，但在不同区域的变化程度存在一定
的差异，即 PAL 基因的序列多样性在基因各区域中
的分布是不均匀的。但无论是 π 值还是 θ 值，高变
异位点均集中在约 600 ～ 1200 bp 之间，这一区域正
好是外显子 2 的 N 端。
图 1 PAL 基因序列内核苷酸多样性( π)
Fig． 1 The variations of nucleotide diversity( π) in PAL
图 2 PAL 基因序列内平均杂合度( θ) 的变化
Fig． 2 The variations of heterozygosity( θ) in PAL
2． 2 基于 PAL 序列的不同来源苦荞组内和组间遗
传距离分析
采用 MEGA 6． 0 软件，选择 Juke-Cantor 距离模
型，对苦荞 PAL 序列数据进行分析，将来源省份相
同的苦荞材料进行分组，得到不同来源苦荞组内的
平均 遗 传 距 离 ( 表 4 ) 和 组 间 的 平 均 遗 传 距
离( 表 5) 。
表 4 基于 PAL 序列计算的苦荞组内的平均遗传距离









































0． 002 0． 004 0． 009 0． 008 0． 013 0． 008 0． 016 0． 005 0． 009 0． 011 0． 012 0． 014
表 5 由 PAL 序列计算的苦荞组间的平均遗传距离




































中国青海 QH 0． 004
中国西藏 /尼泊尔 XZ /Nepal 0． 007 0． 008
中国山西 SX 0． 007 0． 006 0． 009
中国四川 SC 0． 010 0． 011 0． 012 0． 011
中国甘肃 GS 0． 006 0． 007 0． 009 0． 008 0． 012
中国陕西 SHX 0． 008 0． 009 0． 012 0． 011 0． 014 0． 011
中国江西 /中国安徽 JX /AH 0． 005 0． 004 0． 007 0． 006 0． 010 0． 007 0． 010
中国贵州 GZ 0． 007 0． 008 0． 011 0． 010 0． 014 0． 010 0． 011 0． 009
中国云南 /中国广西 YN/GX 0． 008 0． 008 0． 011 0． 010 0． 012 0． 010 0． 012 0． 008 0． 011
中国湖北 HB 0． 009 0． 009 0． 011 0． 011 0． 012 0． 011 0． 013 0． 009 0． 013 0． 009
中国湖南 HN 0． 009 0． 010 0． 011 0． 011 0． 014 0． 011 0． 013 0． 010 0． 011 0． 009 0． 013
就遗传距离而言，无论是来源相同的苦荞品种
间还是来源不同的苦荞品种间，基本处于同一水平。




离最小( 0. 002) 。说明中国四川省内的苦荞材料的
遗传多样性最为丰富。而表 5 中显示不同来源的苦
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荞材料的组间平均遗传距离变化范围是 0． 004 ～ 0．
014。其中中国四川地区的苦荞材料与其他地区来
源的组间遗传距离在 0． 010 ～ 0． 014 之间，这说明中
国四川地区的苦荞材料与其他材料的 PAL 序列差
异较大，材料具有更加丰富的变异，具有特殊性。
2． 3 PAL 基因序列的单核苷酸多态性分析
经过 DnaSP、ClustalX 1． 83 等软件的分析可知，
在 67 份苦荞材料总长为 2011 bp 的序列中，发现 46
个 SNP，无 Indel。突变频率为 1SNP /43． 7 bp。在
PAL 基因单核苷酸变异中，发生碱基转换为 23 个，
←→A G 为 11 个， ←→C T 为 12 个，; 碱基颠换是 23 个，
分别为 ←→A T 为 6 个， ←→A C 为 8 个， ←→G T 为 5 个，
←→C G 为 4 个。46 个 SNPs 中，转化与颠换的比率
为 1 ∶ 1。其中在 14 号苦荞材料出现的 SNP 有 10
个。在苦荞的 46 个 SNP 中，有 9 个发生在内含子
区域内，占总数的 19． 6%，而 37 个发生在外显子的
区域内，占总数的 80． 4%，编码序列的单核苷酸多
态性远大于非编码序列。
2． 4 PAL 基因的系统发育树分析
利用 PAL 序列数据构建的系统进化树如图 3






















基因序列的核苷酸多样性( π) 为 0． 0034，高于苦荞
图 3 利用 MEGA 6． 0 构建的基于 PAL 序列的 67 份
苦荞系统进化树
Fig． 3 Phylogenetic tree of 67 tartary buckwheat
based on PAL sequence by MEGA 6． 0
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CHI 基因的核苷酸多样性 ( π = 0． 0017 ) ［15］。平均
杂合度( θ) 值为 0． 0143，但低于虎杖转录组基因中
的平均杂合度( θ = 0． 02519) ［16］。这表明核苷酸多
样性的变异范围，随作物种类和基因类型的不同
而异。





















PAL 基因时，其获得到的 815 bp 的核苷酸序列上有
25 个 核 苷 酸 位 点 发 生 变 化，变 化 频 率 为 1SNP /
32. 6 bp; 供试的 67 份苦荞材料中，发现长 2011 bp
的 PAL 基因存在 46 个 SNPs，单核苷酸多态性频率




突变率。SNPs 的转换 /颠换比例 ( Ti /Tv) 与物种的
遗传多样性成反比［25］。欧阳蒲月［16］ 得到虎杖的
Ti /Tv 为 1． 64，其具有中等遗传多样性水平的结论，
苦荞 PAL 基因的 Ti /Tv 为 1． 0，表明苦荞 PAL 基因
的遗传多样性更加丰富。









枝数等 20 个农艺性状的因子及聚类分析; 赵丽娟
























材料第 + 281 位处发生碱基的颠换( G→C) ，其中编
号 14 的材料发生 7 次碱基颠换、3 次碱基转换; 编
号 13 的材料发生 4 次碱基转换和 3 次碱基颠换; 编
号为 10 的材料发生 2 次碱基颠换和 2 次碱基转换，







在编号 14 的材料中出现的 SNP 为 10 个，这些
可能是苦荞 PAL 基因序列中存在的稀有 SNP，预示
着该基因新的突变方向［14］。陈吉宝等［14］报道在小
麦的 TaDＲEB1 编码区中存在 2 个突变热点区，PAL
635
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